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Bestimmung terminal r Sequenzen durch Enkelionensp ktr n in Tandem- 
Massenspektrometern 

Die Erfindung betrifft die Spektrenaufnahme vori Biopolymeren, besonders von Proteinen, in 
Tandem-Massenspektrometern mit lonisierung durch matrixunterstiitzte Laserdesorption 
5 (MALDI) fur die Uberpriifung oder die Bestimmung von Sequenzmustem. 

Die Erfindung besteht darin, Enkelionenspektren von terminalen Fragmentionen der Biopo- 
lymere in Tandem-Massenspektrometern zu messen, indem eine so genannte In-Source- 
Fragmentierung zur Erzeugung einer ersten Generation von Fragment- oder Tochterionen 
eines Biopolymers mit einer nachfolgenden Messung von Enkelionen, die durch eine weitere 
10 Fragmentierung einer ausgewahlten Sorte von Tochterionen gewonnen wurden, gekpppelt 
wird. Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt die Bestimmung der terminalen Sequenzen, 
die sonst nur mit Schwierigkeiteh gemessen werden konnen. 

Stand der Technik 



Die massenspektrometrische Bestimmung der endstandigen Sequenzmuster von groBeren 
15 Proteinen einschlieBlich moglicher Modifikationen dieser Sequenzen ist in der Regel schwie- 
rig. Selbst nicht-massenspektrometrische Verfahren, wie beispielsweise der Edman-Abbau, 
der normalerweise wenigstens die N-terminale Sequenz zu bestimmen gestattet, versagen im 
Falle von N-terminalen Modifikationen. 

In Massenspektrometern mit MALDI-Ionenquellen ist eine gleichmaBige Fragmentierung 
20 groBerer Proteine bis zu den Termini hin nicht moglich. Zwar gelingt eine direkte lonisierung 
groBer Proteine mit gleichzeitiger Fragmentierung mit einem so genanntem in-Source-Zerfall 
(in-source decay, ISD), doch lasst sich die endstandigen Sequenzmuster wegen stark im 
^ unteren Massenbereich verrauschter Spektren nicht erkennen. 

Die Verwendung von Elektrospriih-Ionisierung, die ftir grofie Molektile geeignet ist, ist in der 
25 Regel mit der Verwendung von Ionenf allen-Massenspektrometern oder Quadrupolfilter- 

Massenspektrometern gekoppelt. In diesen Fallen lassen sich die Ionen der Proteine zwar (mit 
einiger Mtihe) fragmentipren, die kleinen Ionen der endstandigen Fragmente sind aber wegen 
mangelnden Speicherfahigkeit dieser Spektrometer im unteren Masse-zu-Ladungs-Bereich 
nicht messbar. 

30 Bei einem vorausgehenden enzymatischen Verdau der groBeren Proteine, wie er ftir die ' 
Identifizierung der Proteine anhand von „Fingerprintspektren < ' verwendet wird, lassen sich 
grundsatzlich die endstandigen Verdaupeptide nicht mehr als solche erkennen. Ein Ausweg ist 
die biochemische Markierung der N- oder C-Termini in einer solchen Weise, dass sie in den 
Massenspektren als endstandig erkannt werden konnen. Doch auch dieser Ausweg versagt, 

35 wenn die enzymatische Spaltung relativ nahe an einem der Termini erfolgt; es ist dann das 

entstehende Verdaupeptid zu kurz, um mit massenspektrometrischen Mitteln nachgewiesen zu 
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werden, wobei die Griinde dafiir bei verschiedenen Arten von Massenspektrometern recht 
verschieden sind. 

Die Bestimmung der endstandigen Sequenzen ist aber in verschiedenen Anwendungsgebieten 
wichtig. Als Beispiel sei hier die Uberprufung der endstandigen Sequenzen zur Qualitatskon- 
trolle fur synthetisierte Proteine genannt. Bei der haufig angewandten rekombinanteh Synthe- 
se durch eingeschleuste Gene in Produktionsbakterien (fiir gewohnlich E. Coli) treten Prob- • 
leme mit der sauberen Abspaltung der Erkennungssequenzen (beispielsweise His-Tags) oder 
mit der Erkennung der Stop-Codons durch die bakterieneignen Polymerasen auf. Aber auch 
bei der chemischen Synthese treten Probleme mit unerwiinschten Modifikationen der Protein- 
enden auf. 

Fur die Untersuchungen von Sequenzen von Biopolymeren werden im Allgemeinen Tandem- 
Massenspektrometer verwendet. Diese bestanden urspriinglich stets aus zwei raumlich 
getrennten Massenspektrometern, zwischen denen sich eine StoBzelle fiir die Fragmentierung 
von Ionen befand. Im ersten Spektrometer wurde eine Ionensorte ausgewahlt, deren Ionen 
dann in der StoBzelle zumindest teilweise fragmentiert wurden. Die entstehenden „Fragment- 
ionen" oder „Tochterionen" werden dann im zweiten Spektrometer analysiert, das Ergebnis ist 
ein „Tochterionenspektrum". Ein Beispiel ist das „Triple-Quad-MS'\ das zwischen zwei 
Quadrupolfilter-Massenspektrometern ein weiteres Quadrupol als StoBzelle besitzt. Neben - 
dieses Prinzip des „Tandem im Raum" ist in neuerer Zeit das Prinzip „Tandem in der Zeit" 
getreten: In einem speichernden Massenspektrometer werden Ionenselektion, Fragmentierung 
und Aufnahme des Tochterionenspektrums zeitlich nacheinander in der selben Speicherzelle 
durchgefiihrt. Als speichernde Massenspektrometer werden Hochfrequenz-Ionenfallen- 
Massenspektrometer oder Fourier-Transform-Massenspektrometer (FTMS) verwendet. Die 
Messverfahren fur die Aufnahme von Tochterionenspektren werden haufig abgektirzt als 
MS/MS ^Verfahren bezeichnet. 

Fiir die Aufnahme von Tochterionenspektren mit einer Ionisierung durch matrix-unterstutzte 
Laserdesorption (MALDI) werden unter anderem Tandem-Flugzeitmassenspektrometer 
eingesetzt. Diese bestehen aus einem ersten Spektrometer mit einem Ionenselektor zur 
Auswahl der zu untersuchenden Ionen und der aus ihnen gebildeten Tochterionen, und einem 
zweiten Spektrometer zur Analyse der Tochterionen. tandem-Flugzeitmassenspektrometer fur 
diese Messverfahren mit Ionisierung durch matrix-unterstutzte Laserdesorption (MALDI) sind 
kommerziell erhaltlich, sie werden haufig als TOF/TOF-Massenspektrometer bezeichnet. Die 
Ionisierung durch MALDI ist insofern giinstig, als. im Wesentlichen nur einfach geladene 
Molekulionen der Analytsubstanzen gebildet werden. Das erlaubt es, in eine Probe verschie- * 
denartige Substanzen zusammenzumischen, beispielsweise die verschiedenen tryptischen * 
Verdaupeptide eines Proteins, und dann die Ionen dieser Substanzen nacheinander auf ihre 
Tochterionen zu untersuchen. 
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' Es werden hier aus Griinden einer einfachen Bezeichnung die Ionen derjenigen>primar gebil- 
deten Ionensorte, deren Struktur durch Fragmentierungen untersucht werden soil, als „Aus- 
wahlionen" bezeichnet. Die Bezeichnung wird hier gewahlt, weil diese Ionensorte aus dem 
Gemisch von primaren Ionen in irgendeiner Weise ausgewahlt (selektiert) werden muss, 
gleichgiiltig, ob diese Auswahl vor oder nach weiterer Fragmentierung geschieht. Diese. 
Auswahl geschieht normalerweise mit dem ersten Massenspektrometer eines Tandem- 
Massenspektrometers. Durch Zerfallsprozesse verschiedener Art entstehen aus diesen Aus- 
wahlionen „Fragmentionen einer ersten Fragmentierungsgeneration" und nicht mehr massen- 
spektrometriscti sichtbare Neutralbruchstucke. Diese Fragmentionen der ersten Fragmentie- 
rungsgeneration werden hier einfach als „Fragmentionen" oder „Tochterionen 4< bezeichnet. 
Mit einem Zerfall hort naturlich die Existenz des Auswahlions auf. In der Regel bleiben aber 
immer genugend der Auswahlionen unzerfallen zuriick, so dass deren Signal auch im Tochte- 
rionenspektrum zu sehen ist. 

Die Tochterionen konnen durch verschiedenartige Prozesse weiter zu „Fragmentionen der 
zweiten Generation" zerlegt werden, diese werden hier durchgangig als „Enkelionen" be- 
zeichnet. Im Enkelionenspektram sind meistens noch Tochterionen zu sehen, da auch die 
zweite Fragmentierung in der Regel nicht alle Tochterionen erfasst. 

Fur die Fragmentierung der Auswahlionen zu Tochterionen stehen in TOF/TOF-Geraten 
weithin bekannt zwei verschiedene Fragmentierungsverfahren zur Verfugung: die StoBfrag- 
mentierung in einem StoSgas in einer StoBzelle (CID = Collisionally Induced Decomposition) 
und der metastabile Zerfall von Ionen durch erhohte Energieaufnahme.im lasererzeugten 
Plasma (LID = Laser Induced Decomposition). Beide Arten von Zerfallen finden nach der 
Beschleunigung der Ionen, darunter auch der Auswahlionen, in der feldfreien Flugstrecke des 
ersten Flugzeitmassenspektrometers statt. In beiden Fallen fliegen daher die jeweils erzeugten 
Tochterionen der Auswahlionen gleich schnell wie die nicht zerfallenen Auswahlionen. Es 
konnen also die Tochterionen gemeinsam mit den nicht zerfallenen Auswahlionen nach einer 
geschwindigkeitsdispergierenden Flugstrecke durch Zeitauswahl mittels eines Ionenselektors 
fur. die nachfolgende Analyse im zweiten Spektrometer aus der Gesamtheit der in der Ionen- 
quelle erzeugten Ionen ausgewahlt werden. Auf das genaue Verfahren dieser Auswahl und der 
nachfolgenden Analyse der Tochterionen nach einer Zwischenbeschleunigung vor dem 
zweiten Flugzeitmassenspektrpmeter werde hier nicht naher eingegangen. Das Grundprinzip 
eines TOF/TOF-Massenspektrometers ist in der Patentschrift DE 198 56 014 CI (entspre- 
chend US 6,300,627) wiedergegeben. 

Dem nichtspontanen metastabilen Zerfall (LED) der Ionen geht eine innere Thermalisierung, 
also eine statistische Gleich verteilung der im Laserplasma aufgenommenen Uberschuss- 
energie auf alle Schwingungssysteme des Ions voraus. Die Bindungen im kettenartigen Ion 
gleichen einem komplizierten System gekoppelter Schwingungen, in denen die vorhandene 
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Energie durch die gekoppelten Schwingungsvorgange standig statistisch umverteilt wird. 
TJbersteigt an einer relativen schwachen Bindungsstelle in derr Kette des Molekiils die 
momentan angehaufte Energie die Bindungsenergie dieser Stelle, so kann es hier zu einem 
Bruch der Kette kommen.* Es werden dabei ganz bevorzugt Tochterionen der b- und y- 
Fragmentierungsreihen gebildet, auBerdem gibt es haufig noch Ionen der (b-17)-Reihe. 

Es wird hier die Nomenklatur verwendet, die auf Roepsdorf und Fohlmann fuBt, in der durch 
Johnson, Martin, und Biemann 1988 uberarbeiteten Form (Int. J. Mass Spectrom. Ion Proc. 
86, 137-154). Die grundlegenden Fragmentierungsreihen a, b, c, x, y und z und ihre Indizie- 
rungen sind schematisch in Abbildung 1 wiedergegeben. Wird ein einfach geladenes Protein- 
ion an der Bindungsstelle zwischen der Aminogruppe der vorhergehenden Aminosaure und 
der Carboxylgruppe der nachfolgenden Aminosaure gespalten, so sprechen wir von Fragment- 
ionen der b-Reihe, wenn es sich um N-terminale Ionen, und um Ionen der y-Reihe, wenn es 
sich um C-terminale Ionen handelt. Es kommt bei der Unterscheidung der Fragmentierungs- 
reihen in b und y also darauf an, auf welchem der beiden entstehenden Bruchstucke das 
ionisierende Proton verbleibt. Das jeweils andere Ende wird zum Neutralbruchstuck. (Bei der 
Fragmentierung von doppelt geladenen Proteinionen konnen sowohl N- wie auch C-terminale 
Bruchstuckionen gebildet werden; das ist jedoch bei den ganz tiberwiegend einfach geladenen 
MALDI-Ionen kaiim moglich). Indizes an den Buchstaben b oder y geben an, welche Bruch- 
stelle im Ion gespalten wurde; die Zahlung fangt fur b-Ionen am N-Terminus an, fiir y-Ionen 
dagegen am C-Terminus. - Findet die Spaltung um ein KoHlenstoff atom weiter zum N- 
terminalen Ende statt, so sprechen wir von Ionen der a- bzw. x-Reihe, mit analoger Zahlung 
fur die Indices. Findet sie um das Stickstoffatom weiter versetzt zum C-terminalen Ende statt, 
so erhalten wir Ionen der c- bzw. z-Reihe. AuBerdem gibt es haufig noch Ionen, bei denen 
beispielsweise NH 3 , gelegentlich auch H 2 0, abgespalten ist, sie werden dann als Ionen der 
(b-17)-Reihe (oder der (b-18)-Reihe) bezeichnet, mit Indices, die an die Klammer angehangt 
sind. (Manchmal wird die Klammer auch aus Griin den einer kurzen Darstellung in Spektren 
weggelassen). , 

Da die jeweils schwachsten Bindungen (eben die Bindungen, die zu b- oder y-Reihen fuhren) 
zwischen den Aminosauren eines Peptids nicht unter sich jeweils gleiche Bindungsenergie 
besitzen, sondern durchaus verschieden stark sind, werden bestimmte Bindungen seltener 
gebrochen als andere. Beispielsweise sind die Bindungen von Prolin zu Prolin fester als der 
Durchschnitt der Bindungen zwischen Aminosauren, daher werden diese Bindungen etwas 
seltener fragmentiert, und die resultierenden Bruchstuckionen treten seltener auf. Die zugeho- 
rigen Massensignale im Spektrum (Peaks) sind daher schwacher als die anderer Fragment- 
ibnen. 



Der stoBinduzierte Zerfall (C1D) unterscheidet sich vom metastabilen Zerfall dadurch, dass 
noch Ionen hinzukommen, die durch Seitenkettenbriiche erzeugt werden (so genannte d- oder 
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w-Ionen). Auch konnen Ionen zweifache B niche erleiden, so dass nicht-terminale („interne' e ) 
Bruchsttickidnen entstehen konnen, die dann als b n y m bezeichnet werden. 

Die in TOF/TOF-Massenspektrometern erzeugten Tochterionenspektren von Verdaupeptiden 
werden im Allgemeinen zur Bestatigung von Proteinidentifizierungen verwendet, die zunachst 
aus so genannten „Fingerprintspektren" der enzymatischeh Verdaupeptide des Proteins 
gewonnen wurden. Die Bestatigung dieser Identifizierungen durch die Tochterionenspektren 
einzelner Verdaupeptide findet mit Hilfe so genannter Suchprogramme statt, die in Datenban- 
ken mit Hunderttausenden von gespeicherten Proteinsequenzen arbeiten. Verschiedenartige 
Suchprogramme solcher Art sind kommerziell erhaltlich. 

Die Tochterionenspektren dieneh aber dariiberhinaus der de-novo-Sequenzbestimiming von 
solchen Proteinen, deren Sequenz nicht in deri Datenbanken enthalteri sind. Diese Sequenzbe- 
stimmungen, fur die ebenfalls kommerzielle Rechenprograiiime erhaltlich sind, sind allerdings 
schwierig und meist nicht eindeutig, so dass man in der Regel eine Vielzahl an Vorschlagen 
erhalt Die Tochterionenspektren mit ihrem Durcheinander an b-, y-, internen und (b-17)- 
Ionen sind sehr komplex, daher ist die Sequenzbestimmung oft nicht eindeutig und haufig 
auch nur fur Teilsequenzen erfolgreich. Es werden daher dringend Verfahren gesucht, die eine 
einfachere und eindeutigere de-novo-Sequenzbestimmung erlauben. 

Es ist nun seit langerem auch eine dritte Art der Fragmentierung von Ionen in MALDI-Mas- 
senspektrometern bekannt, die allerdings bisher selten angewandt wird und aus bisher nicht , 
bekannten Grtinden auch nicht in alien kpmmerziellen MALDI-Ionenquellen gleich gut 
funktioniert: die In-S6urce-Fragmentierung (ISD = In-Source Decay), die einfach durch eine 
hohere Laserenergiedichte im MALDI-Prozess erzeugt wird (siehe beispielsweise D.C.Reiber 
etal., „Unknown Peptide Sequencing Usijig Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization and 
In-Source Decay", Anal. Chem. 1998, 70, 1214-1222). Dieses Verfahren zur Tochterionener- 
zeugung unterscheidet sich insofern grundlegend von den beiden anderen Arten der Fragmen- 
tierung, als die Fragmentierung spontan (innerhalb von etwa 10" 8 Sekunden) vor der Be- 
schleunigurig der Ionen in der Ionenquelle stattfiridet. Die heute fur MALDI-Ionenquellen 
flurchwegs angewandte verzogerte Beschleunigung der Ionen (DE = Delayed Extraction) 
trennt die Zerfallszeit deutlich von der Beschleunigungsphase ab; die spontan zerfallenden 
Ionen konnen also sauber nachgewiesen werden, da bei Einsatz der Beschleunigung nach 

* 8 

einigen 10" Sekunden diese spontanen Zerfallsprozesse im Wesentlichen abgeschlossen sind. 
Die Fragmentionen haben damit nach Verlassen der Ionenquelle massenabhangig verschiede- 
ne Geschwindigkeiten. Diese Arten von Fragmentionen konnen also bereits in einem einfa- 
chen Flugzeitmassenspektrometer getrennt und analysiert werden. Diese Art der Fragmentie- 
rung funktioniert besonders gut fur intakte Proteine in der GroBenordhung von beispielsweise 
6000 bis 70 000 atomaren Masseneinheiten. 
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Fur die Anwendung der In-Source-Fragmentierung ist es allerdiiigs erforderlich, dass die 
Analytsubstanzen der Ionenquelle getrennt und in guter Reinheit zugefuhrt werden, da sonst 
so komplexe Spektren entstehen, dass sie nicht mehr interpretiert werden konnen. Es wird 
also fur dieses Verfahren bei der Preparation der Probe auf einem Probentrager nur eine 
einzige Analytsubstanz mit der Matrixsubstanz gemischt aufgebracht. Das Aufbringen eines 
Verdaugemischs entfallt; es ist aber gerade der groBe Vorteil dieser Ionisierung und Fragmen- 
tierung, dass sie fur groBe Proteine anwendbar ist. 

Bei der In-Source-Fragmentierung handelt sich nicht um ein MS/MS-Verfahren im eigentli- 
chen Sinne, da das erste Massenspektrometer zur Auswahl der zu untersuchenden Ionen aus 
dem komplexen Ionengemisch fehlt. Diese Auswahl wird einem externen Reinigungsverfah- 
ren fur die untersuchte Substanz, zum Beispiel einer chromatographischen Reinigung, zuge- 
schoben. Auch die Verwendung einer synthetisierten Substanz, beispielsweise eines rekombi- 
naten Proteins, kann an diese Stelle treten. Das Aufbringen einer einzigen, reinen Substanz ist 
insbesondere fiir komplexere Substanzen notwendig, wie zum Beispiel fur Proteine. Wurden . 
mehrere Proteine, deren Ionen zu sehr vielen Tochterionen zerfallen, in vergleichbaren 
Konzentrationen aufgebracht, so wurden so komplexe Spektren entstehen, dass diese nicht 
mehr entschlusselbar waren. Die Methode ist also nur fur die Strukturbestimmung von relativ 
reinen Substanzen geeignet. t 

Wenn man auch nicht von einem MS/MS-Verfahren sprechen kann, so werden jedoch un- 
zweifelhaft wie in einem MS/MS-Verfahren Fragment- oder Tochterionen der zu untersu- 
chenden Substanz gemessen. 

Die Tochterionenspektren, die durch In-Source-Fragmentierungen (ISD) gewonnen werden, 
sehen deutlich anders aus, als die Tochterionenspektren, die durch CID oder LID gewonnen 
werden. Die Art der Fragmentierung des In-Source-Zerfalls ist aller Wahrscheinlichkeit nach 
eine so genannte Elektroneneinfangdissoziation (BCD = Electron Capture Dissociation), und 
es ist tatsachlich festzustellen, dass die Fragmentionenspektren der ISD mit ihrer starken 
Bevorzugung der c-Fragmentreihe weitgehend den Tochterionenspektren gleichen, die in 
geigneten Massenspektrometern durch ECD gewonnen werden. 

Die spontanen Fragmentierungen, die,bei leicht erhohter Laserenergiedichte im Explosions- 
plasma des Laserschusses auftreten, finden wie bei ECD vermutlich in solchen Ionen statt, die 
zunachst im heiBen Laserplasma durch zweifache Protonierung doppelt geladen waren. 
Werden diese Ionen durch die gleichzeitig vorhandenen Elektronen um eine Ladungsstufe 
neutralisiert, so wird die Ionisierungsenergie (genauer: die Protonenaffinitatsenergie) frei und 
in Schwingungsenergie umgewandelt. Die auf das Ion punktuell ubertragene Energie ist so 
hoch, dass es sofort (in weniger als 10' 8 Sekunden) in engster Umgebung der Rekombinati- 
onsstelle zu einem Bruch des kettenformigen Molekuls kommt. Die eine Molekulhalfte tragt 
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die restliche Ladung und ist damit ein analysierbares Ion, wahrend die andere Halfte zum 
Neutralteilchen wird, das sich einer weiteren massenspektrometrischen Analyse entzieht. 

Proteinspektren, die durch ISD ehtstehen, enthalten be vorzugt Tochterionen der c-Reihe fiir 
N-terminale Ionen, die in auffallig hohen Ionensignalen vorhanden sind, und der y-Reihe fur 
C-terminale Ionen. Wegen der Ringstruktur des Prolins fehlen allerdings die c-Ionen von 
Bruchen vor Prolinen vollig, da sie eine doppelte Bindung aufbrechen miissten. Die c-Ionen 
sind am C-Terminus nicht - wie die b-Ionen - durch COH abgeschlossen, sondern haben hier 
eine Amid-Struktur (CONH2). Fiir kleinere Ionen treten auch a-Ionen auf. Die Fragmentierung 
ist jedoch stark matrix- und groBenabhangig. So treten bei Verwendung von ot-Cyano-4- 
Hydroxy-Zimtsaure (CHCA) als Matrix die Tochterionen der a-Reihe wesentlich starker auf, 
die bei Verwendung von 2,5-Dihydoxy-Benzoesaure (DHB) in weit geringeren Intensitaten 
oder bei 3,5-Dimethoxy~4-Hydroxy-Zimtsaure (Sinapinsaure) als Matrix nur noch ganz wenig 
gefunden werden. . " v 

Wegen der in etwa uber die Lange des Proteins gleich verteilten Lokalisierungswahrschein- 
lichkeit des neutralisierten Protons werden alle Bindungen zwischen den Aminosauren von 
den Bruchen in etwa gleichem MaBe betroffen, eine Ausnahme bilden die Briiche zu den 
Prolinen. Es werden also alle Fragmentionen verschiedener Lange in etwa gleichen Konzent- 
rationen gebildet, ganz anders als bei CID und LID. Auch hier ist eine Ahnlichkeit zu ECD- 
Spektren festzustellen. 

Die In-Source-Fragmentierung hat aber einen unubersehbaren Nachteil: Es sind die Spektren \ 
im Bereich der leichten Ionen bis etwa zur Masse 1000 atomaren Masseneinheiten, die 
beispielsweise fiir die Analyse der Proteinenden wichtig sind, sehr stark durch zahlreiche 
Fragmente der Matrix substanz und ihrer Oligomere, moglicherweise aber auch durch andere 
kleine Ionen, die durch Reaktionen verschiedenster Art im heiBen MALDLPlasma entstanden 
sind, verunreinigt und yerrauscht. Eine sinnvolle Interpretation der Spektren ist erst ab etwa 
1000 Masseneinheiten moglich; um eine Uberlastung der Ionendetektoren durch ein UbermaB 
an kleinen Ionen zu vermeiden, werden die ISD-Spektreen daher iiberhaupt nur von der Masse 
1000 an aufgenpmmen. Fiir Proteine heiBt das, dass die Sequenz der ersten acht Aminosauren 
nicht erkennbar ist. Gerade die fiir viele analytische Zwecke interessante endstandige Sequenz 
entzieht sich der Analyse. 

Vorteilhaft ist aber, dass die Spektren der ISD-Fragmentionen recht gleichmaBig bis in hbhere 
Massenbereiche von etwa 5000 Tausend Masseneinheiten reichen, wenn groBere Proteine 
gemessen werden. Eine Ausnahme findet sich, wenn das Protein eine Vernetzungsstelle (cross 
link) aufweist, also beispielsweise eine Disulfidbriickenbindung zwischen zwei Cysteinen. An 
der Vernetzungsstelle bricht die betreffende b- oder y-ISD-Fragmentionenreihe abrupt ab, da 
hier jeweils zwei Bindungen zu brechen waren. 
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Die Fragmentionen durch In-Source-Zerfall sind hoch angeregt und daher in sich wieder stark 
metastabil und zerfallen in groBerem MaBe auf dem Flug durch das Massenspektroriieter. Sie 
werden daher nactrherrschender Lehre nur in linearen Massenspektrometern (ohne Reflektor 
oder ohne Benutzung des Reflektors) gemessen, da hier die Fragmentionen und die aus einem 
Teil von ihnen durch Zerfall entstandenen Enkelionen zur gleicheh Zeit ankommen und starke 
Signale liefern, wenn auch nicht mit zufriedenstellend hohem Massenauflosungsvermogen fur 
eine gute Massenbestimmung. Da die Zerfalle immer auch freiwerdende Biridungsenergie in 
kinetische Energie umwandeln, einige Ionen also beschleunigen, andere verlangsamen, 
verbreitert sich das Ionensignal und verschlechtert so das Massenauflosungsvermogen. Nach 
herrschender Meinung fuhre eine Messungin einem Reflektor-TOF zu noch wesentlich 
starker verrauschten Spektren, als sie in linearen Spektrometern gemessen werden. 

Eritgegen dieser herrschenden Lehre fuhrt die Verwendung eines Reflektors dagegen zu guten 
Spektren mit stark verbesserter Massenauflosiing, wobei sich das an sich starke Rauschen im 
Massenbereich von 1000 bis 5000 atomaren Masseneinheiten nicht bemerkbar macht. Es 
werden in diesem Massenbereich durchgehend gute Auflosungen der Isotopenstruktur erzielt, 
verbunden mit entsprechender Genauigkeit der* Massenbestimmung. 

Diese Fragmentierungsmethode ware somit wegen ihrer gleichmaBigen Fragmentierung und 
ihier guten Massengenauigkeit fiir die Fragmente gut geeignet, die Sequenzen groBeren 
Proteinen zu bestimmen. Sie scheitert aber daran, dass gerade die terminalen Sequenzen von 
Proteinen wegen des verrauschten Spektrums nicht ermittelt werden konnen. 

Aufgabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, Spektren von Biopolymeren zu erzeugen, die Informationen 
iiber die endstandigen Sequenzen der Bausteine von Biopolymeren enthalten. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren der Aufnahme von Enkelionenspektren in einem 
Tandem-Massenspektrometer mit einer Ioniserung der Biopolymere durch matrixunterstutzte . 
Laserdesorption gelost, das durch die kennzeichnenden Merkmale des Anspruchs 1 oder durch 
die Verfahrerisschritte des Anspruchs 4 beschrieben wird. Gunstige Ausformungen des 
Verfahrens und der Bestimmung der Sequenz von Proteinen werden durch die abhangigen 
Anspriiche beschrieben. Ein einfaches Verfahren zur Neubestimmung terminaler Sequenzen, 
das auf der Erfindung beruht, ist in Anspruch 12 gegeben. 
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Die Erfindung besteht darin, in einem Tandem-Massenspektrometer mit einer Ionenquelle zur 
Ionisierung des Biopolymers durch matrixunterstutzte Laserdesorption zunachst durch hohe 
Laserenergiedichte in der Ionenquelle ISD-Fragmentionen der Biopolymere zu erzeugen, 
eine Sorte dieser ISD-Fragmentionen dann einer weiteren Fragmentierung durch GasstoBe 
(CID = collision induced decomposition), OberflachenstoBe (SID = surface induced decompo- 
sition), PhotonenstoBe (PID = photon induced decomposition) oder metastabilen Zerfall (LID 
= laser induced decomposition) zu unterwerfen und die so entstandenen Enkelionen als 
Massenspektrum zu messen. 

Im Folgenden wird fur die Enkelionen deren Herstellung durch die vorangestellte Abkiirzun- 
gen der Fragmentierungsmechanismen gekennzeichnet: ISD-LID-Enkelionen sind also Ionen, 
die durch metastabilen Zerfall (LED = Laser Induced Decomposition) aus ISD-Fragmentionen 
(ISD = In-Source Decay) entstanden sind. 

In einzelne Verfahrensschritte aufgelost, besteht die Erfindung darin, Biopolymer mit Matrix- 
substanz vermischt auf einen Probentrager zu praparieren, den Probentrager in die Ionenquelle 
einzufuhren, die praparierte Probe durch Laserbeschuss mit einer gegenuber normalem 
MALDI erhohten Energiedichte in einem Tandem-Massenspektrometer einer Ionenerzeugung 
mit In-Source-Zerfall zu unterwerfen, eine Sorte so erzeugter ISD-Fragmentionen im ersten 
Spektrometer auszuwahlen und mit dem Fragmentierungsmechanismus des betreffenden 
Tandem-Massenspektrometers weiter zu fragmentieren, und die so entstandenen Enkelionen 
im zweiten Massenspektrometer massendispergiert als Enkelionenspektrum zu messen. 

Insbesondere kann dazu ein Tandem-Flugzeitmassenspektrometer (TOF/TOF-MS) verwendet 
werden. 

Ein besonders gunstiges Verfahren zur Bestimmung der terminalen Sequenzen eines Biopo- 
lymers besteht darin, dass zunachst mindestens zwei erfindungsgemaBe Enkelionenspektren 
verschiedener ISD-Fragmentionensorten der gleichen Fragmentierungsserie (also beispiels- 
weise der b-Serie) aufgenommen werden. Durch einen Vergleich dieser Enkelionenspektren 
aus verschiedenen ISD-Fragmentionen konrien die N-terminalen und C-terminalen Ionense- ." 
rien (also fur LlD-Fragmentierungen normalenyeise die b- und die y-Serie) festgestellt 
werden, weil jeweils eine Ionenserie in den Enkelionenspektren feststeht und sich die gegen- 
laufige Ionenserie von Spektrum zu Spektrum verschiebt, wie aus dem Schema in Abbildung 
6 ersichtlich. Aus diesen terminalen Ionenserien, die jetzt nur noch beispielsweise die b-Ionen 
enthalten, kann anhand der Massendifferenzen das terminale Sequenzmuster der Bausteine 
des Biopolymers herausgelesen werden. 

Eine solche Bestimmung der endstandigen Sequenzen kann leicht durch ein geeignetes ' 
Computerprogramm vorgenommen werden. • 
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Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Abbildung 1 beschreibt an einem schematischen Beispieldie Nomenklatur der Fragmentio- 
nenserien fiir Proteine. 

Abbildung 2 zeigt das ISD-Spektrum des Enzyms RNase-B im Massenbereich von 1000 bis ' 
2800 atomaren Masseneinheiten mit klar betonter c-Fragmentionenserie von c 9 bis C25. Die y- . 
Fragmentionenserie bricht bei y\ 2 ab, da hier eine Vernetzungsstelle eines Cysteins folgt. Das 
Spektrum wurde mit DHB als Matrixsubstanz aufgenommen. 

Abbildung 3 zeigt Schema und Inhalte der ISD-LID-Enkelionenspektren, jeweils ausgehend 
von einem c-ISD-Fragmention und einem y-ISD-Fragmention. 

Abbildungen 4 und 5 geben die ISD-LID-Enkelionenspektren des ci 4 -ISD-Fragmentions und 
des yi2-ISD-Fragmentions der RNase-B wieder, beide mit DHB als Matrix. 

Abbildung 6 skizziert ein gunstiges Schema einer Spektrennahme fiir die leichte de-novo- 
Sequenzierung terminaler Sequenzen. 

Besonders gunstige Ausfuhrungsformen 

In Massenspektrometern werden an sich nur Massen-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z) der Ionen 
gemessen, niemals die Massen der Ionen selbst. Die Spektren sind niemals „Massenspektren", 
sondern eigentlichi „Masse-zu-Ladungs-Spektren". Da jedoch im MALDI-Prozess praktisch 
nur.einfach geladene Ionen erzeugt werden, ist der Wert fiir die Ladung immer eine Einheits- 
ladung (z = 1), daher kann hier aus Griinden sprachlicher Vereinfachung einfach von der 
Masse der Ionen gesprochen werden. In diesem Sinn ist es zu verstehen, wenn im Folgenden 
beispielsweise von „leichten Ionen" oder dem „unteren Massenbereich- des Spektrums" 
gesprochen wird. 

Die Erfindung besteht darin,.die mit Matrixsubstanz gemischten Biopolymerproben auf einem 
Probentrager in einem gewohnlichen Tandem-Massenspektrometer, das mit einer Ionisierung 
durch matrixunterstiitzte Laserdesorption arbeitet, zunachst durch Erhohung der Laserenergie- 
dichte einer In-Source-Fragmentierung der im MALDI-Prozess erzeugten Proteinionen zu 
unterwerfen, die entstehenden ISD-Fragmentionen in das erste Massenspektrometer einzu- 
schiessen, dort zu selektieren und mit den Mitteln dieses Tandem-Mas senspektrometers zu 
fragmentieren, und die entstehenden Enkelionen im zweiten Flugzeitspektrometer massen- 
dispergiert als Ehkelionenspektrum zu messen. Aus diesen Enkelionenspektren lassen sich 
insbesondere die terminalen Sequenzmuster der Biopolymere bestimmen. 

Unfer Biopolymeren werden hier ganz allgemein Proteine und ihre Konjugate wie Glycopro- 
teine oder Lipoproteine, aber auch genetisches Material oder Polysaccharide verstanden. 

Im Folgenden wird das Verfahren der Informationsgewinnung tiber terminale Sequenzmuster 
auf Proteinmolekule beschrankt und anhand eines Tandem-Flugzeitmassenspektrometers mit 
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einer zweiten Fragmentierung durch metastabilen Zerfall der ISD-Fragmentionen beschrieben, 
ohne dass durch diese Bqschrankungen die Erfindung eingeengt werden soil. Es wird also im 
Folgenden von einem ungeanderten, kommerziellen TOF/TOF-Massenspektrometer ausge- 
gangen, obwohl sich ein erfindungsgemaBes Verfahren auch^auf anderen Typen von Tandem- 
Massenspektrometern realisieren lasst. 

Zunachst wird ein Spektrum der ISD-Fragmentionen im normalen Reflektormodus des 
Tandem-Flugzeitmassenspektrometers, also mit ausgeschaltetem TOF/TOF-Modus, gemes- 
1 sen. In Abbildung 2 ist ein solches ISD-Fragmentionenspektrum wiedergegeben. Dabei wird 
nur der Massenbereich oberhalb von 1000 atomaren Masseneinheiten detektiert, um Uberlas- 
tungen des Detektors durch die hohe Anzahl von leichten Ionen unterhalb von 1000 Massen- 
einheiten zu vermeiden. Es entsteht dabei ein Spektrum, das als Basis fur die Auswahl der 
ISD-Fragmentionen fiir die Enkelionenspektrennahme dient. 

Fur die Auswahl der ISD-Fragmentionen zur weiteren Untersuchung ist es gunstig, wenn 
bereits das ISD-Spektrum so weit interpretiert werden kann, dass die lonensignale der c-, a-, 
oder y-Reihe zugeordnet werden konnen. 

Die Interpretation kann durch die Wahl der Matrixsubstanz erleichtert werden. Proteinspek- 
tren, die durch ISD entstehen, enthalten ganz allgemein bevorzugt Tochterionen der c-Reihe 
fur N-terminale Ionen. Bei Verwendung von a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure (CHCA) als 
Matrix treten nun die Tochterionen der a-Reihe vergleichbar intensiv wie die c-Ionen auf. Da 
der Massenunterschied 45 Masseneinheiten betragt, lassen sich die Paare a/c-Ionen leicht 
herausfinden. Die Verwendung von CHCA fuhrt auBerdem aus bekannten Grunden zu den 
genauesten Massenbestimmungen. Die Erlauterung der Grunde wurde hier zu weit ftihren. 
Andererseits ist CHCA fur die Erzeugung von ISD-UD-Enkelionenspektren sehr nachteilig, 
da die mit CHCA hochstangeregten ISD-Fragmentionen zu viel kleinem Mull zerf alien. 

Die Verwendung von 2,5-Dihydoxy-Benzoesaure (DHB) fuhrt zu weit geringeren Intensitaten 
der a-Ionen (Abbildung 2), bei ertraglich guten Intensitaten fiir die y-Ionen. Die Massengenau- 
igkeit der ISD-Fragmentionenspektren ist nur maBig gut. DHB fuhrt aber zu den besten ISD- 
LID-Enkelionenspektren. 

Wird 3,5-Dimethoxy-4-Hydroxy-Zimtsaure (Sinapinsaure) als Matrix verwendet, so treten 
sehr klar die c-Ionen als Serie heraus, wahrend die y-Ionen zuriicktreten und die a-Ionen 
praktisch nicht mehr sichtbar sind. Die Sinapinsaure ist damit besonders geeignet, die Serie 
der c-Ionen zu erkennen. Die Erzeugung von ISD-LID-Enkelionenspektren ist mit Sinapinsau- 
re eher schwierig; es ist jedoch moglich, dass sich diese Sinapin-ISD-Fragmentionen fur eine 
weitere Fragmentierung durch Stofie (CID) gut eignen. , 

Fur die Messung der metastabil entstandenen ISD-LID-Enkelionen der ausgewahlten ISD- 
Fragmentionen wird das Massenspektrometer dann auf TOF/TOF-Betrieb umgestellt. Es 
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lassen sich dann mit weiteren Laserschiissen aus dem Gemisch der Ionen jeweils beliebige 
ISD-Fragmentionen selektieren; die durch metastabilen Zerfall aus diesen Ionen erzeugten 
ISD-LID-Enkelionenspektren konnen als Massenspektrum gemessen werden. 

Wenn die ausgewahlten ISD-Fragmentionen der a- oder der c-Reihe angehoren (in Abbildung 
4 ist das ISD-LBD-Enkelionenspektrum eines Cu-ISD-Fragmentions gezeigt), so werden durch 
metastabilen Zerfall ISD-LID-Enkelionenspektren gewbnnen, die ganz bevorzugt nur aus 
Ionensignalen der b- und der y-Reihe bestehen, mit Beimischungen von einigen Ionen der a- 
Reihe. Aus Ionen der c-Reihe entstehen Peptidamid-Iorien, die Indices der y-Reihe in Abbil- 
dung 4 sind jetzt auf diese Peptidamid-Ionen ausgerichtet (nicht mehr auf das ursprungliche 
Protein). Die Ionensignale der b- und der y-Reihe reichen im unverrauschten Enkelionen- 
spektrum bis zur endstandigen Aminosaure und bestatigen, wenn bekannt, die Sequenz vom 
N-Terminus an bis zur Masse des ausgewahlten Fragmentions. In Abbildung 4 sind iiber dem 
Spektrum die aus den Massendifferenzen erkennbaren Aminosauren der an sich bekannten 
Sequenz der RNase-B angezeigt; es ist damit die richtige Sequenz des N-Terminus bestatigt. 
Da die innere Energie der ISD-Fragmentionen sehr hoch ist, entstehen durch Doppelbriiche 
auch einige so genannte Immoniumionen, die aus einzelnen Aminosauren entstehen und das 
Vorhandensein dieser Aminosauren im ISD-Fragmention anzeigen. Es sind auch einige innere 
ISD-LID-Enkelionen vorhanden, die aus zwei bis funf inneren Aminosauren bestehen. Sind 
diese inneren Ionen sehr haufig, so erschweren sie die Interpretation des Enkelionenspek- 
trums. 

Gehoren die ISD-Fragmentionen der y-Reihe an (in Abbildung 5 ist ein ISD-LID-Enkelionen- 
spektrum eines yi 2 -ISD-Fragmentions dargestellt), so werden durch den metastabilen Zerfall 
ISD-LID-Enkelionen der b- und der y-Reihe gebildet, ebenfalls mit geringen Zumischungen 
von anderen Reihen, und zwar wiederum jeweils bis zum C-Terminus. Die Indizierung der b- 
Ionen bezieht sich auch hier auf das ISD-Fragmention, nicht auf das ursprungliche Protein. 
Auch hier wird das richtige Sequenzmuster der RNase-B am C-Terminus bestatigt. 

Die Erfindung eignet sich also besonders fur die Uberpriifung einer an sich bekannten end- 
standigen Sequenz eines Proteins, also beispielsweise fur Qualitatskontrollen. Es ist hier 
herauszuheben, dass es praktisch keine andere Methode fur die Bestatigung der Sequenz am 
Q-Terminus gibt. Die Edman-Sequenzierung versagt hier ebenso wie andere massenspektro- 
metrische Methoden. - Die Erfindung kann aber auch fiir so genannte eine de-novo-Bestim- 
mung von endstandigen Proteinsequenzen eingesetzt werden. 

Fur die de-novo-Bestimmung N-terminaler Sequenzen werden zweckmaSigerweise zwei (oder 
mehr) Enkelionenspektren aus mehreren c-ISD-Fragmentionen gewonnen. Diese c-Fragment- 
ionen sind meistens gut im ISD-Fragmentionen spektrum als herausragende Ionensignale zu 
erkennen (siehe Abbildung 2) oder sie konnen durch ISD-Spektren mit CHCA oder Separin- 
saure als Matrix erkannt werden. In den verschiedenen Enkelionenspektren (vorzugsweise mit 
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DHB als Matrix aufgenommen) verschieben sich nun die b- und y-Fragmentierungsionen- 
serien in den verschiederien Enkelionenspektren gegeneinander, wie in Abbildung 6 schema- 
tisch dargestellt. Aus einem Vergleich der Enkelionenspektren konnen daher die b- und y- 
Ionenserien der N-terxninalen Peptidamidionen durch ihre Verschiebungen erkannt und 
extrahiert werden; es lassen sich so praktisch reine b- und y-Serien der Enkelionen herausle- 
sen. Dieses Herauslesen reiner.b- und y-Ionenserien kann beispielsweise durch ein Computer- 
programm automatisiert werden. 

Die N-terminale Sequenz der Proteine kann nun einfach aus den Massendifferenzen dieser 
extrahierten b- und y- Ionenserien der endstandigen Proteinamidionen ind den Enkelionen- 
spektren abgelesen werden. Wie immer bei der Bestimrnung der Proteinsequenzen aus 
Differenzen von Massensignalen, konnen dabei die beiden Aminosaurebausteine Leucin und 
Isoleucin nicht unterschieden werden, da sie gleiche Masse besitzen. Die beiden Aminosauren 
Lysin und Glutamin, die sich nur um 36 Millimasseneinheiten unterscheiden, konnen nur 
durch sehr genaue Massenbestimmungen unterschieden werden. Alle anderen Aminosauren 
unterscheiden sich um mindestens eine atomare Masseneinheit. Dieses Problem ist alien 
. massenspektrometrischen Sequenzbestimmungen eigen und wird von alien kommerziellen 
bioinformatischen Computerprogrammen entsprechend beriicksichtigt. Wenn daher hier von 
Sequenzbestimmung von Proteinen oder Peptiden die Rede ist, bleibt stets die Unterscheidung 
von Leucin und Isoleucin, und.meist auch die Unterscheidung von Lysin und Glutamin offen. 

Die C-terminale Sequenz kann analog aus zwei (oder mehr) Enkelionenspektren aus y-ISD- 
Fragmentionen gewonnen werden. Die y-ISD-Fragmention bleiben in den mit DUB als Matrix 
aufgenommenen ISD-Spektren als Rest uber, wenn die a- und c-Ionen als erkannt ausge- 
klammert werden. Es soil hier noch einmal herausgestellt werden, dass die Erkennung der C- 
terminalen Sequenz mit dieser Erfindung praktisch einzigartig und daher von unschatzbarem 
Wert ist. 

Brechen im ISD-Fragmentionenspektrum die y- oder b-Serien ab, so liegt hier eine Vernet- 
zung vor. In diesem Fall kann man die Ver^etzung mit biochemischen Mitteln auflosen. Die 
Disulfidbriicken zwischen Cysteinen lassen sich beispielsweise durch eine Oxidation, aber 
auch durch eine Reduktion mit nachfolgender Alkylierung auflosen. ' 

Fur vollstandige Sequenzbestimmungen von kleineren Proteinen und von groBeren Peptiden 
, konnen jeweils N-terminale und C-terminale ISD-Fragmentionen so groB ausgewahlt werden, 
dass in der Mitte der Molekule eine groBere Uberlappung der Sequenz zu sehen ist, die es 
erlaubt, die beidseitigen terminalen Sequenzen zu einer Gesamtsequenz zusammenzusetzen. 
Die fur die Enkelionenspektren ausgewahlten ISD-Fragmentionen mussen also jeweils 
schwerer sein als ;das halbe Gesamtmolekiil (genauer: die Summe der Massen zweier gegen- 
standig untersuchter Fragmentionen muss um mindestens etwa vier Aminosauren groBer sein 
als die Gesamtmasse des untersuchten Molekuls). 
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Fur die moglichst vollstandige Sequenzbestimmung von sehr groBen Proteinen ist es giinstig, 
die Proteine. durch ein Enzym zu verdauen, die Verdaupeptide durch selektive Verfahren 
(Chromatographie oder Elektrophorese) voneinander zu trenhen, und dann getrennt der 
Analyse mit dem erfindungsgemaBen Verfahren zuzufiihren. Dabei ist es zweckrnaBig, nicht 
einen tryptischen Verdau zu wahlen, der wegen seiner Spaltung an zwei verschiedenartigen 
Aminosauren Spaltstiicke mit einer durchschnittlichen Lange von nur 10 Aminosauren liefert, 
sondern ein Enzym, das nur an einem Typ von Aminosaure spaltet und somit Spaltstiicke 
einer mittleren Lange von 20 Aminosauren erzeugt. 

Die Erfindung kann, wie oben bereits beschrieben, besonders fur eine Uberprufung einer 
vermuteten Sequenz eingesetzt werden, zum Beispiel fur QualitatskontroUen synthetisierter 
Proteine. Die Synthesen konnen chemischer Art sein, oder rekombinanter Art in Bakterien. 
Besonders bei rekombinater Synthese der Proteine isi die Herstellung einer sauberen Sequenz 
der Proteinkettenenden schwierig. ' 

Fur automatische QualitatskontroUen der Synthese von Proteinen lassen sich mit einem 
TOF/TOF-Massenspektrometer ISD-LID-Enkelionenspektren yon einer grofieren Anzahl von 
ISD-Fragmentionen eines vorgewahlten Massenbereichs, beispielsweise von 1000 bis 2000 
atomaren Masseneinheiten, automatisch messen. Durch automatisierte Annotationen mit der 
vermuteten, richtigen terminalen Sequenz durch entsprechende Computerprogramme lassen 
sich Bestatigungen dieser Sequenz in automatisierter Weise finden. Werden dabei Spektren 
gefunden, fur die Annotationen mit der richtigen Sequenz keinen Sinn ergeben oder die eine 
Massenverschiebung am Terminus zeigen, so ist das Protein nicht richtig synthetisiert. Durch 
einen Vergleich verschiedener Enkelionenspektren lassen sich terminale b- oder y-Reihen von 
Enkelionen finderi, die die Art der Modifikation bei der Synthese anzeigen. 

Die hier beschriebene erfindungsgemaBe Aufnahme yon Enkelionenspektren, die Informatio- 
nen iiber endstandige Sequenzen von Proteinen enthalten, lassen sich auch durch andere Arteri 
der zweiten Fragmentierung der ISD-Fragmentionen erhalten. So ist in TOF/TOF-Massen- 
spektrometern meist auch die Moglichkeit zu einer StoBfragmentierung (CID) enthalten, die 
erfindungsgemaB zusatzlich zum metastatbilen Zerfall (LID) genutzt werden kann. Die 
StoBfragmentierung liefert zusatzlich auch w- urid d-Ionen, die fur eine Unterscheidung von 
Leucin und Isoleucin genutzt werden konnen. 

Aber auch andere Arten von Tandem-Massenspektrometern konnen fur erfindungsgemaBe 
Verfahren der Spektrennahme eingesetzt werden, wie beispiels weise die Kombination von 
Quadrupolfiltermassenspektrometern und Flugzeitmassenspektrometern mit orthogonalem 
Einschuss der Ionen, wenn* sie mit einer Ionenquelle zur Ionisierung durch matrixunterstiitzte 
Laserdesorption versehen sind. Dabei ist jedoch zu beachten, dass in der StoBzelle und in den 
Ionenfiihrungsvorrichtungen (ion guides), die meist als quadrupolare, hexapolare oder octopo- 
lare Stabsysteme ausgebildet sind, keine leichten Ionen unterhalb einer Massenschwelle 



BDAL J 30/03 : "Terminate Sequenzen durch Enkelioneuspekirenin Taadem-Massenspektrometern" Seite 15 
Bruker Daltonik GmbH, Fahrenheitstrafie 4, 28359 Bremen . Fassung yo m 14. 1. 2003 

gespeichert werden konnen und daher diese leichten Ionen verloren gehen. Alle Hochfre- 
quenz-Multipolstabsysteme besitzen untere Massengrenzen fur die Speicherfahigkeit fiir 
Ionen. , 

Hochfreqenz-Quadrupol-Ionenfallenmassenspektrometer sind nicht besonders gunstig fiir 
5 diese Erfindung, weil sie eberifalls eine untere Massenschwelle fur die Speicherung von Ionen 
besitzen. Im Gegensatz dazu lassen sich Fourier-Transform-Massenspektrometer sehr gut 
verwenden, wenn sie mit MALDI-Ionenquellen ausgestattet sind. In diesen Spektrometern, die 
keine untere Massengrenzen haben, lassen sich die ISD-Fragmentionen sowohl durch StoB- 
fragmentierung (CID) wie auch durch Infrarot-Multiphotonen-Dissoziation (PID) in die 
10 Enkelionbn zerlegen. 

Auch die seltener angewandte Fragmentierung von Ionen an geeignet praparierten Oberfla- 
chen (SID = Surface Induced Decomposition) lasst sich anwenden. Es sind Tandem-Mas sen- 
^ spektrometer mit dieser Fragmentierungsart bekannt. 

15 ' 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Aufnahme von Massenspektren, die Informationen iiber terminale Sequen- 
zen eines Biopolymers enthalten, in einem Tandern-Massenspektrometer mit einer Ionen- 
quelle zur Ionisierung des Biopolymers durch matrixunterstutzte Laserdesorption, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

eine Sorte der durch eine hohe Laserenergiedichte in der Ionenquelle erzeugten ISD-Frag- 
. mentibnen der Biopolymere im Tandem-Massenspektrometer einer weiteren Fragrnentie- 
rung durch GasstoBe (CID), OberflachenstoBe (SID), PhotonenstoBe (PID) oder metasta- 
bilen Zerfall (LID) unterworfen wird und dass die so entstandenen Enkelionen als Mas- 
senspektrum gemessen werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Tandem- 
Massenspektrometer um ein Tandem-in-der-Zeit-Massenspektrometer oder um ein Tan- 
dem-im-Raum-Massenspektrometer handelt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass sich das Tandem-im-Raum : 
Massenspektrometer aus Magnetmassenspektrometern, Quadrupolfiltermassenspektro- 
metern, Ionenfallenmassenspektrometern oder Flugzeitmassenspektrometern zusammen- 
setzt. 

4. Verfahren zur Aufnahme von Massenspektren, die Informationen iiber terminale Sequen- 
zen eines Biopolymers enthalten, in einem Tandem-Massenspektrometer mit einer Ionen- 

, quelle zur Ionisierung des Biopolymers durch matrixunterstutzte Laserdesorption, beste- 
hend aus folgenden Schritten: • 

(a) Biopolymermolekule und Matrixsubstanz werden auf einem Probentrager zu einer . 
Probe prapariert, 

(b) der Probentrager wird in die Ionenquelle eingebracht, 

(c) die Probe auf dem Probentrager , wird mit einem Pulslaser mit einer solch hohen Ener- 
giedichte beschossen, dass eine spontane Fragmentierung eines Teils der entstehenden 
Ionen des Biopolymers stattfindet und verschiedenartige ISD-Fragmentionen entstehen, 

(d) die Ionen werden beschleunigt und in das erste Massenspektrometer eines Tandem- 
Massenspektrometers eingeschossen, 

(e) eine Sorte der ISD-Fragmentionen wird im ersten Massenspektrometer selektiert und 
mindestens teilweise zu Enkelionen fragmentiert, und 

(f) die Enkelionen werden im zweiten Massenspektrometer des Tandem-Massenspektro- 
meters als Massenspektrum gemessen. . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Tandem-Mas- 
senspektrometer um ein Quadrupolfilter und ein Flugzeitmassenspektrometer mit ortho- 
gonalem Ioneneinschuss handelt. 
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6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Tandem-Mas- 
senspektrometer um zwei koaxial angeordnete Flugzeitmassenspektrometer (TOF/TOF) 
handelt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Fragmentierung der ISD- 
Fragmentionen zu Enkelionen im ersten Flugzeitmassenspektrometer durch StoBfragmen- 
tierung (CID) oder metastabilen Zerfall (LID) bewirkt wird. 

8. . Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass der Spekt- 

renaufnahme der Enkelionen eine Spektrenaufnahme der in der Ionenquelle durch den 
starken Laserbeschuss erzeugten ISD-Fragmentionen vorausgeht und dass die Signale der 
ISD-Fragmentionen zur Auswahl der ISD-Fragmentionen ftir die Spektrenaufnahme der 
Enkelionenspektren dienen. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Biopolymeren 
um Proteine handelt und dass als Hilfe zur Auswahl der ISD-Fragmentionen Spektren- 
aufnahmen der ISD-Fragmentionen mit verschiedenen Matrixsubstanzen verwendet wer- 
den. - ' 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Biopolymeren 
um Proteine handelt und dass vor einer Spektrenaufnahme Verhetzungen der Proteine 
aufgelost werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass Disulfidbriicken zwischen 
Cysteinen durch Reduktion und Alkylierung oder durch Oxidation aufgelost werden. 

12. Verfahren zur Bestimmung der terminalen Sequenzen eines Proteins, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Enkelionenspektren verschiedener ISD-Fragmentionerisorten der gleichen Fragmen- 
tierungsserie aufgenommen werden, 

dass durch Vergleich der Enkelionenspektren von ISD-Fragmentionen aus der gleichen 
Fragmenterungsserie die N-terminalen und C-terminalen Ionenserien dieser ISD-Frag- 
mentionen festgestellt werden, wobei die Ionenserien daran erkannt werden kdnnen, dass 
eine Ionenserie in den Enkelionenspektren jeweils feststeht, wahrend die andere Ionense- 
rie von Spektrum zu Spektrum verschoben erscheint, und 

dass aus den terminalen Ionenserien anhand der Massendifferenzen das terminale Se- 
quenzmuster des Proteins herausgelesen wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Erkennung der N-termi- 
nalen oder C-terminalen Ionenserien aus den Messdaten der Enkelionenspektren durch 
ein Computerprogramm erfolgt. , 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass auch die Bestimmung des 
Sequenzmuster durch ein Computerprogarmm erfolgt. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Spektrenaufnahme von Biopolymeren, besonders von Proteinen, in 
Tandem-Massenspektrometern mit Jonisierung durch matrixuhterstutzte Laserdesorption 
(MALDI) fur die Uberprufung oder die Bestimmung von Sequenzmustern. 

5 Die Erfindung besteht darin, Enkelionenspektren von terminalen Fragmentionen der Biopo- 
lymere in Tandem-Massenspektrometern zu messen, indem eine so genannte In-Source- 
Fragmentierung zur Erzeugung einer ersten Generation von Fragment- oder Tochterionen 
eines Biopolymers mit einer nachfolgenden Messung von Enkelionen, die durch eine weitere 
Fragmentierung einer ausgewahlten Sorte von Tochterionen gewonnen wurden, gekoppelt 
n 10 wird. Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt die Bestimmung der terminalen Sequenzen, 
die sonst nur mit Schwierigkeiten gemessen werden konnen. 

Abbildung 3 * 
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